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La presente invention est relative a de nouveaux 
adenovirus recombinants, et a leur procede de preparation, 
ainsi qu'a leurs utilisations comme vecteurs d' expression et 
de transfert de gene, a des fins vaccinales ou a des fins 
5 therapeutiques comme le traitement du cancer. 

Les adenovirus sont des virus nus possedant un 
genome lineaire a ADN double brin d' environ 30-40 kpb, 
f lanque de courtes sequences inversees repetees (ITR) . 

Le genome de 1' adenovirus est organise en unites 
10 de transcription precoce (El a E4) et en une unite tardive 
(MLTU) composee de cinq families de transcrits (LI a L5) dont 
1' expression est separee par 1' initiation de la replication 
de 1' ADN viral. [ 

La phase precoce debute deux heures apres 
15 1' infection par la transcription et 1' expression sequentielle 
des regions E1A puis E4, presque simultanement E3 et E1B, 
puis E2A et enfin E2B. La region immediatement precoce E1A 
code des transactivateurs des autres genes precoces de 
1' adenovirus (E1B, E2, E3 et E4) ainsi que de genes 
20 Villula ires 7 HuitT heures apris" 1 "'Trif e~ct ion/ Ta" r6plTcatibn de * 
1' ADN viral debute. La phase tardive qui commence douze 
heures apres 1' infection est caracterisee par l f extinction de 
la synthese des proteines cellulaires au profit des proteines 
virales tardives qui entrent dans la composition structurale 
25 de la particule ad§novirale, et participent a l r assemblage du 
virion et a sa liberation en affectant 1' integrite 
structurale de la cellule infectee. 

Les adenovirus presentent un attrait particulier 
pour le developpement de vecteurs viraux, du fait de leurs 
30 caracteristiques et de la quantite de connaissances 
disponibles sur leur organisation genetique et leur biologie. 

Differentes strategies de construction ont ete 
.riivisagees selon que 1'objectif est d'obtenir un virus 
replicatif, capable de se multiplier chez l'hote permissif 
35 (humain ou animal) , ou un virus non-replicatif incapable de 
se multiplier chez l'hote. 

La construction d' un vecteur non-replicatif 
implique de deleter une region essentielle a la replication 
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virale. Les virus resultants, qui sont incapables de 
repliquer et par consequent de produire des particules 
infectieuses dans des cellules permissives a 1' infection par 
le virus sauvage correspondant, sont produits dans des 
lignees cellulaires modifiees capables de fournir en trans le 

produit des genes deletes . 

One strategic couramment utilisee consiste a 
inserer un gene heterologue dans la partie gauche du genome 
entre 1' ITR gauche et la region El, en lieu et place du 
promoteur et de la region codante du gene ElA (deletion 
partielle de El) et eventuellement du gene ElB (deletion 
totale de la region El). Les virus deletes pour ElA sont 
incapables de se repliquer dans les cellules qui ne 
complementent pas les fonctions de ElA. lis sont cependant 
15 capables d' exprimer des quantites importantes de protexne. 
exogene dans les cellules infectees. 

De nombreux vecteurs adenoviraux humains (Ad2 et,, 
Ad5) delates de la region El et eventuellement de la region 
E3 ont ete construits, essentiellement a des fins de therapie. 
20 genique humaine. Afin d'ameliorer ces vecteurs, des mutations, 
(region E2) ou des deletions supplementaires (region E2 ou,. 

E4) ont ete introduites. 

Des vecteurs adenoviraux non-replicatif s canins 
deletes de la totalite de la region El ont egalement ete 
25 developpes pour des applications de therapie genique humaine 
[KLONJKOWSKI at al., Human Gene Therapy, 8, 2103-2115, 1997, 
deletion des positions.. 411 a 2897 de Cav2 ; Demande WO 
95/1-101 et Brevet US 5837531 au nom de RHONE POULENC RORER ; 
KREMER et al., J. Virol., 74, 505-512, 2000, deletion des 
30 positions 412 a 2897 de Cav2) . 

Ces vecteurs non replicatifs ont montre une bonne 
efficacite de transfert de genes dans de nombreux tissus. lis 
presentent cependant un certain nombre d' inconvenients , en 
particulier pour le transfert de genes dans des cellules en 
35 division active comme les cellules tumorales . Dans ces 
cellules, on observe une extinction rapide de 1' expression du 
gene transfere liee a la perte du vecteur extrachromosomique 
au cours des divisions successives. 
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La construction d'un vecteur replicatif impose de 
ne supprimer aucune sequence du genome viral essentielle a sa 
replication, et a la production de particules virales 
infectieuses chez I'hote (cycle viral productif ) . On ne 
5 connait a I'heure actuelle, chez les adenovirus, qu'un petit 
nombre de sites d' insertion de sequences heterologues 
permettant de satisfaire a ces exigences. 

Des vecteurs replicatifs ont ete obtenus par 
insertion de genes heterologues dans des regions non- 
10 essentielles comme la region E3 et la partie droite du genome 
entre 1'ITR droite et les sequences de regulation 
transcriptionnelle du promoteur E4 . Des vecteurs replicatifs 
ont egalement ete obtenus par insertion d'un gene heterologue 
dans la partie gauche du genome entre 1'ITR gauche et la 
15 region El, sous reserve de conserver des genes El 
fonctionnels . De fagon plus precise, 1' insertion d'une 
sequence heterologue entre les positions 455 et 917 de 
1' adenovirus humain (Ad5) qui inactive le gene E1A par 
deletion du promoteur et d'une partie de la region codante de 
20 E1A, est compensee par 1' insertion d'une copie de ce g6ne en 
position ectopique dans le vecteur (ELOIT et al., J. Gen. 
Virol., 76, 1583-1589, 1995). 

Des vecteurs replicatifs ont ete construits de la 
sorte a partir d' adenovirus humains (ELOIT et al., precite ; 
25 LAMBRIGHT et al., Gene Therapy, 8, 946-953, 2001), bovins 
(MITTAL et al., J. Gen. Virol., 76, 93-102, 1995), ovins (XU 
et al., Virology, 230, 62-71, 1997), aviaires (MICHOU et al., 
J. Virol., 73, 1399-1410, 1999 ; SHEPPARD et al. t Arch. 
Virol., 143, 915-930, 1998, canins (Cav2 ; Demande 
30 Internationale WO 98/00166 et Brevet US 6090393, au nom de 
RHONE MERIEUX ; Demande Internationale WO 91/11525 et Brevet 
US 5 61632 6, au nom de l'UNIVERSITE de GLASGOW, et Cavl 
MORRISON et al., Virology, 293, 26-30, 2002) et porcins 
(REDDY et al., J. Gen. Virol., 80, 563-570, 1999 ; TUBOLY et 
35 al., J. Gen. Virol., 82, 183-190, 2001). 

Ces vecteurs adenoviraux replicatifs ont et<§ 
developpes essentiellement pour des applications vaccinales. 
lis ont de maniere generale, demontre une grande efficacite 
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lors de 1' induction de reponses immunes, aussi bien pour ce 
qui concerne la reponse en anticorps que la reponse en CTL 
(pour une revue voir ELOIT, Virologie, 2, 109-120, 1998 et 
KLONJKOWSKI et al. , In « Adenoviruses : basic biology to gene 
therapy », PP- 163-113, P. Seth, Ed., 1999, R. G. Landes 
Company, Austin Texas, USA) . 

Ces vecteurs replicatifs presentent cependant 

quelques inconvenients : 

_ ils posent des problemes de biosecurite lies au 

risque de diffusion de tels virus replicatifs, 

- la quantite importante de particules virales 
produite par les cellules infectees entraine 1' induction 
d'une reponse immune elevee centre le vecteur et limite 
l'efficacite des injections de rappel, 

- la neutralisation par les anticorps maternels 
de l'antigene vaccinal relargue a partir de cellules" 
detruites par 1' infection, diminue l'efficacite de ces . 
vecteurs replicatifs chez le jeune. 

II apparait qu' on ne dispose a l'heure actuelle • 
20 d'aucun adenovirus recombinant permettant de transduire j 
efficacement des cellules, en particulier les cellules en • 
division comme les cellules tumorales sans presenter de ' 
risques de dissemination dans 1' environnement . 

En choisissant comme modele experimental 
1' adenovirus canin de type 2 (Cav2) , les Inventeurs ont 
recherche s'il etait possible d' identifier de nouveaux sites 
d' insertion permettant d'obtenir des adenovirus recombinants 
replicatifs . 

lis ont ainsi constate que la deletion d'une 
petite portion du debut de la region situee entre la fin de 
1'ITR gauche et le debut de la sequence codant ElA 
n'affectaient pas la capacite des adenovirus a repliquer leur 
genome et a se multiplier chez un hote permissif ; 
1' emplacement de cette deletion peut done constituer un 
35 nouveau site d' insertion de genes heterologues . 

En outre, les Inventeurs ont constate que, de 
maniere surprenante, d'autres deletions dans la meme region 
permettaient d'obtenir des adenovirus capables de repliquer 
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leur genome chez un hote permissif, mais incapables de se 
multiplier. Ces adenovirus seront denommes ci-apres 
« adenovirus pseudo-replicatif s ». 

Dans ce qui suit, les positions des differentes 
5 regions du genome adenoviral sont definies par reference aux 
positions des regions correspondantes, (c'est a dire 
oontenant des elements de fonction similaire) du genome de 
1' adenovirus canin de type 2 dans la sequence GenBank J04368. 

Ainsi, la region situee, chez un adenovirus 

10 quelconque, entre la fin de 1' 1TR gauche et le debut de la 
sequence codant ElA, est definie ici comme correspondant a 
celle situee entre la position 311 et la position 499 dans la 
sequence GenBank J04368 de 1' adenovirus canin de type 2: 

La presente invention a pour objet un adenovirus 

15 recombinant susceptible d'etre obtenu a partir d' un 
adenovirus replicatif par delation de tout ou partie de la 
region du genome dudit adenovirus replicatif correspondant ci 
celle situee, dans le genome de 1' adenovirus canin de type 2 
(GenBank J04368), entre les positions 311 et 499, ladite 

20* "dll^tX^ dii genome de" 

1' adenovirus replicatif d'origine correspondant a celle 
situee entre les positions 311 et 401 dans le genome de 
1' adenovirus canin de type 2. 

Selon un premier mode de realisation d'un 

25 adenovirus recombinant conforme a I 1 invention, la portion 
deletee est constitute par tout ou partie de la region du 
genome de 1' adenovirus replicatif d'origine correspondant a 
celle situee entre les positions 311 et 319 dans le genome de 
l f adenovirus canin de type 2 ; cette deletion permet 

30 d f obtenir un adenovirus recombinant replicatif capable de se 
multiplier chez un hote permissif a 1' infection par 
l'adenovirus sauvage d'origine (cycle viral productif ) . 

Selon un second mode de realisation d'un 
adenovirus recombinant conforme a l f invention, la portion 

35 deletee comprend tout ou partie de la region du genome de 
l'adenovirus replicatif d'origine correspondant a celle 
situee entre les positions 318 et 401 dans le genome de 
l'adenovirus canin de type 2 ; cette deletion permet 
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avantageusement d'obtenir des adenovirus pseudo-replicatif s, 
c'est a dire capables de se repliquer mais incapables de 
produire des particules virales infectieuses et done 
incapables de se multiplier (cycle abortif) chez un hote 
5 permissif a 1' infection par 1' adenovirus sauvage d'origine. 

L'obtention des adenovirus pseudo-replicatif s 
conformes £ l f invention implique notamment la suppression 
d'au moins un des signaux d' encapsidation putatifs du type 
5'-TTTA/G-3' A> : , A X i, et A x n (situes respect ivement en 
10 positions 341-344, 377-380, et 388-391, dans la sequence de 
Cav2 GenBank J04368) . 

La portion del^tee dans ces adenovirus pseudo- 
replicatifs peut comprendre en outre : 

- tout ou partie de la region du genome de 
15 1' adenovirus replicatif d'origine correspondant £ celle 

situee entre les positions 311 et 319 dans le genome de. 
1' adenovirus canin de type 2 ; et/ou 

- tout ou partie de la region du genome de; 
1' adenovirus replicatif d'origine correspondant a celle 

20 situee entre les positions 400 et 4 39 dans le genome de; 
1' adenovirus canin de type 2 ; cette delation supprime 
notamment la boite TATA du promoteur d' E1A (situee en 
position 409 dans la sequence de Cav2 GenBank J04368) ; 
et/ou 

25 - tout ou partie de la region du genome de 

1' adenovirus replicatif d'origine correspondant a celle 
situee entre les positions 438 et 499 dans le genome de 
i' adenovirus canin de type 2 ; cette deletion supprime 
notamment le site d' initiation de la transcription d' E1A 

30 (situe en position 439 dans la sequence de Cav2 GenBank 
J04368). 

Dans tous les cas, les adenovirus recombinants 
(replicatif s ou pseudo-r6plicatif s) conformes & 1' invention 
conservent les sequences de 1'ITR gauche indispensables a la 
35 replication, a 1' activation de la transcription (4 motifs 
GGTCA repet^s situes entre les positions 62 et 99 dans le 
genome de Cav2) ainsi que les signaux d' encapsidation A x de 
type 5'TTTGN 8 CG-3' , et An a A IX de type 5'-TTTA/G-3' (situes 
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respectivement aux positions 197-200, 206-209, 213-216, 226- 
232, 239-242, 250-253, 258-261, 272-275 et 306-309 dans le 
genome de Cav2) . lis conservent egalement la totalite de la 
sequence codante d'ElA ainsi que des regions du gene El 
5 situees en aval de celle-ci {signal de polyadenylation d'ElA 
et region E1B) . 

Selon un mode de realisation prefere d'un 
adenovirus recombinant conforme a 1' invention, il comprend en 
outre au moins une sequence heterologue d' interet inseree 

10 dans son genome. 

Pour la construction d' un ' adenovirus recombinant 
conforme a ce mode de realisation, ladite sequence 
heterologue sera, dans le cas d'un adenovirus replieatif, 
inseree dans la region du genome correspondant a celle situee 

15 entre les positions 311 et 319 dans le genome de 1' adenovirus 
canin de type 2. 

Dans le cas d'un adenovirus pseudo-r6plicatif , 
ladite sequence heterologue peut egalement etre inseree dans 
cette region, ou a tout autre endroit de la region du genome 

'20""cbrrespb^ Vitu£e~ entre" les 'positions "311 et 499 

dans le genome de 1' adenovirus canin de type 2. L' insertion 
dans cette region peut s'effectuer en lieu et place de la 
portion delet6e ou a proximite de celle-ci. 

On peut egalement inserer une sequence 

25 heterologue dans un quelconque des sites qui sont 
habituellement utilises a cet effet pour la construction 
d' adenovirus replieatif s. L' insertion peut par exemple etre 
effectuee dans la region E3, ou dans la region situee entre 
la region E4 et 1'ITR droite, comme decrit dans le Brevet US 

30 6090393, ou dans la portion 3' de 1'ITR droite, comme decrit 
dans le Brevet US 5616326. 

On entend par « sequence heterologue », toute 
sequence autre que celle comprise entre les positions 311 et 
4 99 du genome dudit adenovirus sauvage. 

35 A titre d' exemples non-limitatif s , on peut 

citer : 

- des genes codant pour un antigene vaccinal, par 
exemple les genes gag ou env du virus de 1' immunodef icience 
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feline (FIV) , la proteine S, M ou N du coronavirus felin, une 
proteine de capside de parvovirus canin ou felin, la 
glycoproteine G du virus de la rage ou la proteine Hap-1 de 
Leptospira sp., etc. 
5 - des genes correcteurs utilisables en therapie 

genique, par exemple celui de 1' erythropoietine (Epo) , du 
facteur de croissance de 1' endothelium vasculaire (VEGF) , de 
la neurotrophine 3 (NT-3) ou du facteur atrial natriuretique 
(ANF) , etc. ; 

10 - des genes utilisables pour le traitement du 

cancer, par exemple celui de l'IL-2, de 1' IFNy, etc* 

Des adenovirus recombinants conformes a 
1' invention peuvent en particulier etre issus d' adenovirus de 
mammiferes, et notamment d' adenovirus canins, en particulier 

15 d' adenovirus canins de type 2. 

Les adenovirus recombinants conformes a la. 
presente invention peuvent etre prepares par des techniques . 
usuelles, bien connues en elles-memes de l'homme de l'art, 
(cf. par exemple GRAHAM et PREVEC (Manipulation of Adenovirus- 

20 Vectors, Methods Mol. Biol., 7, 109-128, 1991), notamment par"- 
des techniques comprenant : (i) la generation de genomes; 
recombinants chez E.coli par des techniques classiques de 
double recombinaison homologue et (ii) la transfection des 
genomes recombinants ainsi obtenus dans des lignees 

25 cellulaires appropriees permettant 1 1 amplification desdits 
genomes et leur encapsidat ion dans des particules virales 
inf ectieuses . 

On pourra par exemple utiliser des techniques de 
recombinaison homologue chez E.coli, telles que celles 

30 decrites par CHARTIER et al., (J. Virol., 70, 7, 4805-4840, 
1996) et dans le Brevet US 6110735 au nom de TRANSGENE ou 
bien celles decrites par CROUZET et al.{Proc. Nat. Acad. Sci . 
USA, 94 r 1414-1419, 1997). Ces procedes sont bases sur une 
recombinaison homologue intermoleculaire entre une molecule 

35 d'ADN « receveuse » contenant le genome complet d'un 
adenovirus, et une molecule d'ADN « donneuse » comprenant une 
sequence heterologue £ inserer dans ledit genome, flanquee de 
sequences homologues a celles de la region du genome 
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adenoviral ou l'on souhaite effectuer 1' insertion. La 
molecule receveuse est linearisee par clivage a un site de 
restriction unique dans le genome de 1' adenovirus , situe au 
niveau du site d' insertion. La selection des genomes 
5 recombinants repose ensuite sur la circularisation de la 
molecule receveuse . 

Ces procedes presentent done 1' inconvenient de ne 
pouvoir inserer ladite sequence heterologue que dans une 
region comprenant un site de restriction unique dans le 

10 genome de 1' adenovirus . 

Les Inventeurs ont maintenant mis au point un 
procede d' insertion d'une sequence heterologue dans un 
adenovirus, qui ne necessite pas la linearisation du genome 
de 1' adenovirus par clivage au niveau du site d' insertion 

15 Ce procede dif f ere de celui deer it par CHART I ER 

et al. en ce que : 

1) le fragment d'ADN heterologue (molecule 
donneuse) a inserer dans le genome de 1' adenovirus (molecule 
receveuse) , comprend un marqueur de selection permettant 

20 d'isoier les plasmides -recombinants sur leur double 
resistance a 1' ampicilline et a la kanamycine, et 

2) ledit fragment est co-transf orme avec une 
molecule receveuse, soit sous forme circulaire, soit sous 
forme linearisee par clivage au niveau d' un site de 

25 restriction situe en dehors du site d' insertion. 

En consequence, la presente invention a egalement 
pour objet un procede de preparation d'un adenovirus 
recombinant par recombinaison intermoleculaire homologue dans 
une cellule procaryote caracterise en ce qu' il comprend les 

30 etapes suivantes : 

a) introduction dans ladite cellule procaryote: 
(i) d'un plasmide comprenant le genome d'un adenovirus et un 
premier gene de selection ; et (ii) d'un fragment d'ADN 
prealablement linearise comprenant une sequence heterologue a 

35 inserer dans ledit genome flanquee de sequences homologues a 
celles flanquant le site dudit plasmide ou doit s' effectuer 
i' insertion, et incluant un second gene de selection, 
different du premier / et 
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p) culture de ladite cellule procaryote dans des 
conditions selectives, afin de permettre la generation et la 
selection de cellules contenant des plasmides recombinants 
-•■primant le premier et le second gene de selection, et 

y) isolement du genome dudit adenovirus 
recombinant a partir des cellules selectionnees . 

On entend par : « conditions selectives », des 
conditions de culture dans lesquelles le premier et le second 
agent de selection (par exemple antibiotique) sont presents a 
des concentrations ne permettant pas la multiplication des 
cellules non-transformees mais permettant la multiplication 
des cellules co-transf ormees . 

Selon un premier mode de realisation de 
1' invention, le plasmide utilise en a) est sous forme 
circulaire. 

Selon un second mode de realisation de 
1' invention, le plasmide utilise a l'etape a) est " 
prealablement linearise par clivage au niveau d' un site de ^ 
restriction situe a 1' exterieur du site d' insertion. _ 

Selon un autre mode de realisation avantageux de . 
1' invention, le premier et/ou le second gene de selection est - 
un gene de resistance a un antibiotique, par exemple un gene 
de resistance a 1' ampicilline ou a la kanamycine. 

Selon encore un autre mode de realisation de 
1' invention, le second gene de selection est entoure de 
2 sites de restriction, identiques ou differents, absents 
dans le genome de 1' adenovirus utilise a l'etape a) ; un tel 
gene de selection peut ainsi etre excise de la sequence du 
genome de 1' adenovirus recombinant par digestion au niveau de 
ces sites. 

Avantageusement, le procede conforme a 
1' invention comprend, apres la preparation du genome 
recombinant selon les etapes a) a y) ci-dessus, une etape 
additionnelle de transfection du genome recombinant dans une 
lignee cellulaire appropriee permettant 1' amplification dudit 
genome et son encapsidation dans des particules virales 
inf ectieuses . 



ler aepot 



11 

Pour preparer des adenovirus recombinants 
conformes a 1' invention, on peut utiliser des lignees 
cellulaires connues en elles-memes de l'homme de 1'art (cf. 
par exemple GRAHAM et PREVEC, precite) , exprimant la region 
5 El de 1' adenovirus, et eventuellement toute autre region de 
1 1 adenovirus (par exemple la region E4) lorsque cette 
derniere a ete alteree par l 1 insertion d'une sequence 
heterologue d'interet. Parmi les lignees utilisables, on peut 
citer notamment des lignees humaines telles que la lignee 293 

10 (GRAHAM et al. r J. Gen. Virol., 36, 59-74, 1977) et des 
lignees canines telle que la lignee DK/E1-28 (KLONJKOWSKI et 
al., Human Gene Therapy, precite). Avantageusement , on pourra 
utiliser une nouvelle lignee construite par les Inventeurs, 
qui est modifiee par 1' insertion d' un fragment constitue par 

15 la sequence correspondant a celle qui s'etend des positions 
4 39 a 3595 du genome de 1' adenovirus canin de type 2 (GenBank 
J04368) ; une telle lign6e ne comprend pas les sequences 
situees en amont de la position 439, qui sont presentes dans 
les lignees de l'art anterieur mentionnees ci-dessus. 

20 De maniere preferee, ladite lignee cellulaire est 

d'origine canine. 

L' invention a en outre pour objet des plasmides 
et des molecules d' acide nucleiques utilisables pour la 
preparation du genome d'un adenovirus recombinant conforme a 

25 1' invention, notamment un adenovirus canin, ainsi que lesdits 
genomes recombinants, susceptibles d'etre obtenus par les 
procedes tels que definis ci-dessus. 

L' invention a en particulier pour objet les 
molecules d' acide nucleique et les plasmides suivants : 

30 - toute molecule d' acide nucleique selectionnee 

dans le groupe constitue par : 

a) une molecule d' acide nucleique representant le 
genome d'un adenovirus recombinant conforme a 1' invention tel 
que def ini ci-dessus ; 

35 b) une molecule d' acide nucleique constitute par 

un fragment de la molecule a) ci-dessus, comprenant entre 10 
et 1000 pb, de preference au moins 300 pb, de la sequence de 
1' adenovirus replicatif d'origine situee en amont de la 
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portion deletee et entre 10 et 5000 pb, de preference entre 
10 et 1000 pb, de maniere preferee au moins 300 pb, de la 
sequence de 1' adenovirus replicatif d'origine situee en aval 
de la portion deletee ; une telle molecule peut comprendre en 
5 outre tout ou partie d'une sequence heterologue inseree en 
lieu et place de la portion deletee ou a proximite de celle- 
ci . 

- tout vecteur d'acide nucleique, notamment tout 
plasmide, contenant une molecule d'acide nucleique a) ou b) 
10 telle que definie ci-dessus. 

L' invention a en outre pour objet les adenovirus 
recombinants conformes a 1' invention pour une utilisation 
comme medicament. 

1/ invention a notamment pour objet 1' utilisation 
15 des adenovirus conformes a 1' invention, pour la preparation 
de compositions immunogenes ou vaccinales, ou de medicaments 4 * 
destines a la therapie genique ou au traitement du cancer, ? 
ainsi que pour la production de proteines recombinantes. 

i 

Ledit medicament ou ladite composition peuvent' 

20 etre administres chez des animaux, notamment des mammif 6res,.' 
en particulier des carnivores domestiques ou sauvages, tels* 
que le chat, le chien ou le renard, ou bien chez 1' Homme. 

Les adenovirus recombinants conformes & 
l 1 invention sont particuli^rement bien adaptes aux 

25 utilisations therapeutiques, par exemple vaccinales, chez 
1 1 homme et 1' animal. En effet, contrairement aux adenovirus 
recombinants non-replicatif s dont le genome est present en 
faible nombre de copies par cellule et rapidement elimine 
dans les cellules en division active, les adenovirus 

3C recombinants conformes a 1' invention, replicatifs ou 
pseudoreplicatif s, se multiplient de facon importante dans le 
noyau des cellules transduites permettant de transduire 
efficacement aussi bien des cellules quiescentes que des 
cellules en division active comme les cellules tumorales. 'En 

35 outre, les adenovirus pseudo-replicatif s conformes a 
1' invention qui ne produisent aucune particule infectieuse 
presentent une grande biosecurite et permettent en outre 
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d' induire une forte reponse immune lors d' injections de 
iiappel . 

Des adenovirus recombinants conformes a 
1 1 invention, par exemple ceux derives de 1' adenovirus canin, 
5 ont des applications pour la vaccination et le traitement du 
cancer chez les carnivores domestiques ou sauvages, notamment 
le chat, le chien ou le renard. En outre, du fait d'un 
tropisme d'hote propre, ces adenovirus canins peuvent etre 
utilises en therapie genique humaine, en particulier pour 

10 cibler des tissus differents de ceux qui peuvent etre 
transduits par les vecteurs humains, par exemple des cellules 
du systeme nerveux central. 

La presente invention sera mieux comprise a 
1'aide du complement de Description qui va suivre, qui se 

15 refere a des exemples non-limitatif s illustrant la 
construction et la preparation d'un adenovirus recombinant 
conforme a 1' invention, et son utilisation pour 1' expression 
de genes d'interet, notamment pour la vaccination. 

EXE1^>LE lj_ .CONSTRUCTION DES M)ENOVIRUS_ CAV 311-319 , CAV 311- 
20 439 ET CAV 311-401 

1) Construction des plasmides recombinants 

Les plasmides suivants ont 6te construits en 
utilisant les protocoles classiques de preparation, de 
clonage et d' analyse de l'ADN tels que ceux decrits dans 
25 Current Protocols in Molecular Biology (Frederick M. AUSUBEL, 
2000, Wiley and son Inc f Library of Congress , USA) 

a) Plasmide pCav2 contenant la sequence complete du genome de 
l f adenovirus canin de type 2 (Cav2) 

Ce plasmide est construit par recombinaison 
30 homologue dans E. coli r de maniere analogue au procede de 
preparation d' adenovirus humains, decrit dans CHART I ER et 
al . , precite . 

Les principales etapes de construction de ce 
plasmide sont presentees a la Figure 1. 
35 De maniere plus precise, les extremites gauche et 

droite du genome de la souche Manhattan de Cav2 correspondant 
aux sequences des positions 1 a 1060 (fragment A) et 29323- 
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31323 (fragment B) sont amplifiees separement par PCR 
oa-tir de l'ADN genomique de la souche Manhattan de Cav2 
(APPEL et al., Am. J. Vet. Res., 34, 543-550, 1973), a r aide 
des amorces suivantes : 
5 Fra anient A 

5 ' -TTGGCGCGCCCATCATCAATAATATACAGGAC-3 ' (SEQ ID NO: 1) 
5' -GCTCTAGACCTGCCCAAACATTTAACC-3' (SEQ ID NO: 2) 
Fragment B 

5 ' -TTGGCGCGCCCATCATCAATAATATACAGGAC-3 ' (SEQ ID NO: 1) 
10 5 ' -GCTCTAGAGGGTGATTATTAACAACGTC-3 ' (SEQ ID NO: 3) 

Les fragments A et B obtenus sont clones 
seoarement dans le plasmide P CR2 . 1 (TA Cloning System, 
INVITROGEN) pour donner respectivement les pi a amides 
PCR2.1/ITR gauche et P CR2.1/ITR droit. Le plasmide pCR2.1/ITR 
15 gauche est digere par BamHI et Xbal et le fragment de 1111 pb 
ainsi genere est clone entre les sites BamHI et Xbal du 
olasmide pPolyll Amp* (GenBank M18128, LATHE et al., Gene, . 
57, 193-201, 1987) pour donner le plasmide denomme:^ 
pPolyll/ITR gauche. Le plasmide pCR2.1/ITR droit est dive- 
20 par BamHI,' traite par la polymerase de Klenow, puis clive par-- 
Xbal ; le fragment de 2052 pb ainsi genere est clone entre 
les sites Xbal et PvuII du plasmide pPolyll/ITR gauche pour, 
donner le plasmide pPolyII.ITRs.Cav2. Ce plasmide contient 
les extremites gauche et droite du genome de la souche 
25 Manhattan de Cav2 donees sous forme d ' un fragment AscI-AscI 
d» 3073 pb comprenant un site Xbal en position 1066 dudit 
fragment, permettant de . lineariser le plasmide au niveau du 
site d' insertion de l'ADN. 

L'ADN genomique de la souche Manhattan de Cav2 et 
30 l'ADN de pPolyII.ITRs.Cav2 linearise au site Xbal sont co- 
transformes dans la souche d'E. coli BJ5183 recBC sbcBC 
(HANAHAN et al., J. Mol. Biol., 166, 557-580, 1983). Un 
plasmide recombinant de 33425 pb, denomme P Cav2, est isole a 
partir des colonies resistantes a 1' ampicilline . 
35 L e plasmide P Cav2 contient le genome complet de 

Cav2 (souche Manhattan) clone sous forme d' un fragment de 
31331 pb flanque de deux sites AscI qui sont uniques dans ce 
plasmide, ces sites etant absents dans le genome de Cav2 
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(souches Manhattan et Toronto) ainsi que dans celui de la 
souche d 7 adenovirus ovin OAV. 

b) Plasmides navettes 

£>J pNavatte/311-439/CMVaGFP 

5 Ce plasmide de 6111 pb derive du plasmide 

pBluescript KS (STRATAGENE) par insertion des sequences de 
Cav2 en amont et en aval de la deletion 312-438 (UpRecSeq 1- 
311 et DownRecSeq 439-1060), de part et d' autre d'une 
cassette d' expression du gene rapporteur GFP. 
10 Ce plasmide est construit selon les etapes 

suivantes : 

1°) un fragment C correspondant a la sequence des 
positions 1 a 311 (UpRecSeq) de Cav2, est amplifie par ' PCR a 
l 7 aide des amorces : 
15 5' -TTGGCGCCCATCATCAATAATATACAGGAC-3 7 (SEQ ID NO: 1) 

5 ' -CCGACGTCGACCATAAACTTTGACATTAGCCG-3 (SEQ ID NO: 4). 

Le produit d' amplification PCR est clone dans le 
plasmide pCR2 . 1 pour donner le plasmide pCR2 . 1/UpRecSeq (1- 

20 2°) un fragment D correspondant a la sequence des 

positions 439 a 1060 (DownRecSeq) de Cav2, est amplifie par 
PCR a l'aide des amorces : 

5 ' -GCTCTAGAGCGAAGATCTCCAACAGCAATACACTCTTG- 3 ' (SEQ ID NO: 5) 
5 7 -GCTCTAGACCTGCCCAAACATTTAACC-3' (SEQ ID NO: 2). 
25 Le produit d' amplification PCR est clone dans le 

plasmide pCR2 . 1 pour donner le plasmide pCR2 . 1 /DownRecSeq 
( -139-1060) . 

3°) un fragment E d' environ 2050 pb contenant le 
promoteur precoce du cytomegalovirus , un intron, la sequence 
30 codante de l 7 eGFP (enhanced Green Fluorescent Protein) et un 
signal de polyadenylation, est obtenu selon les etapes 
suivantes : 

Le plasmide pEGFP-1 (CLONTECH) est clive par 
BamHI, traite avec la polymerase de Klenow puis digere par 
35 MntI ; le fragment de 741 pb ainsi obtenu est clone entre les 
sites Xhol (pr^lablement repare par traitement avec la 
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polymerase de Klenow) et NotI du plamide pCI (PROMEGA) , pour 
dormer le plasmide pCMVeGFP. 

Le plasmide pCMVeGFP est ensuite clive par Bglll, 
traite avec la polymerase de Klenow puis digere par BamKI 
5 pour generer un fragment de 2050 pb (fragment E) . 

4°) Le fragment E est insere entre les sites Smal 
et BamHI du plasmide pBLUESCRIPT KS pour donner le plasmide 
pKS/CMVeGFP. Le plasmide pCR2 . 1/UpRecSeq { 1-311 ) est clive par 
Kpnl et Sail et le fragment de 371 pb ainsi obtenu (fragment 

10 C) est clone entre les sites Kpnl et Sail du plasmide 
pKS/CMVeGFP, pour donner le plasmide pKS/CMVeGFP-C. Le 
plasmide pCR2 . 1/DownRecSeq (439-1060) est clive par Xbal et le 
fragment de 650 pb ainsi obtenu (fragment D) est insere au 
site Xbal du plasmide pKS/CMVeGFP-C, pour donner le plasmide 

15 denomme pNavette 311-439/CMVeGFP . 
b 2 ) pNavette 311-401/CMVeGFP 

Le plasmide navette pNavette 311-401/CMVeGFP est;' 
construit a partir du plasmide pNavette 311-439/CMVeGFP, i 
selon les etapes suivantes : 

20 La sequence 401-1060 (DownRecSeq) est amplifiee, 

par PCR a l'aide des amorces : 

5 ' -GATAAGGATCACGCGGCCTTAAATTCTCAG--3' (SEQ ID NO: 6) 

5 ' -GCTCTAGACCTGCCCAAACATTTAACC-3 ' {SEQ ID NO: 2). 

Le produit d' amplification PCR est clone dans le 
25 plasmide pCR2 . 1 pour donner le plasmide 

pCR2. 1/DownRecSeq (401-1060) . 

Ce plasmide pCR2 . 1/DownRecSeq (401-1060 ) est 

digere par EcoRI puis traite par la polymerase de Klenow et 

le fragment 401-1060 ainsi obtenu est substitue au fragment 
30 4 39-1060 du plasmide pNavette 311-439/CMVeGFP prealablement 

digere par Xbal puis traite par la polymerase de Klenow, pour 

donner le plasmide pNavette 311-401/CMVeGFP. 

bj) pNavette 311-319/CMVeGFP 

Le plasmide navette pNavette 311-319/CMVeGFP est 
35 construit a partir du plasmide pNavette 311-439/CMVeGFP, 
selon les etapes suivantes : 
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La sequence 319-1060 (DownRecSeq) est amplifiee 
pat PCR a l'aide des amorces : 

5 ' -GATAAGGATCAACAGAAACACTCTGTTCTCTG-3 ' (SEQ ID MO: 7) 
V -GCTCTAGACCTGCCCAAACATTTAACC-3' (SEQ ID NO: 2). 
5 Le produit d' amplification PCR est clone dans le 

plasmide pCR2 . 1 pour donner le plasmide 

pCR2. l/DownRecSeq(319-1060) . 

Ce plasmide pCR2 . 1/DownRecSeq (319-1060) est 
digere par EcoRI puis traite par la polymerase de Klenow et 
10 le fragment 319-1060 ainsi obtenu est substitue au fragment 
4 39-1060 du plasmide pNavette 311-439/CMVeGFP prealablement 
digere par Xbal puis traite par la polymerase de Klenow, pour 
donner le plasmide pNavette 311-319/CMVeGFP . 

hj Plasmide navette pNavette 311-439/CMVeGFP/Kana 

15 Ce plasmide de 7027 pb derive du plasmide 

pNavette 311-4 39/CMVeGFP par clonage au site Pmel d'une 
cassette d' expression d'un gene de resistance a la kanamycine 
en orientation opposee a celle de la cassette de la GFP, est 
obtenu_ selon les etapes suiyantes_ : _ 

20 La phase codante du gene Kana est amplifiee par 

PCR a partir du plasmide pET-29a(+) (NOVAGEN) a l'aide des 
amorces : 

5' -AGCTTTGTTTAAACGGCGCGCCGGGATTTTGGTCATGAAC-3' (SEQ ID NO: 8) 
5' -CCGGCGCGCCGTTTAAACAAAGCTATCCGCTCATGAA-3' (SEQ ID NO: 9). 

25 Le produit d' amplification PCR est clone dans le 

plasmide pCR2.1 pour donner le plasmide pCR2 . 1-Kana/PmeI . Le 
plasmide pCR2 . 1-Kana/PmeI est clive par EcoRI, traite par la 
polymerase de Klenow et le fragment d' environ 959 pb 
contenant la phase codante du gene Kana est insere au site 

30 EcoRV du plasmide pNavette 311-4 39/CMVeGFP pour donner le 
plasmide pNavette 311-439/CMVeGFP/Kana. 

Ce plasmide pNavette 311-439/CMVeGFP/Kana 
represents a la Figure 2, qui contient un gene de resistance 
a un ant ibiotique, clone entre les sequences adenovirales 

3 5 cibles de la recombinaison, en amont de la sequence 
heterologue a inserer, permet avantageusement de selectionner 
les recombinants qui sont resistants a la fois a 
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1' ampicilline et a la kanamycine. En outre, le gene Kana qui 
^st ensuite excise du plasmide recombinant par digestion au 
niveau des 2 sites Pmel, est absent de la sequence de 
1" adenovirus recombinant genere ci partir de ce plasmide. 
5 h^) Plasmide navette pPoly II 311-439/CMVeGFP/Kana (Figure 2) 

Ce plasmide de 6332 pb est obtenu par clonage 
entre les sites Kpnl (position 42) et PvuII (position 63) du 
plasmide pPoly II, du fragment KpnI-PvuII de 4292 pb du 
pNavette 311-4 39/CMVeGFP, comme illustre a la Figure 2. 

10 c) Plasmide pCav 311-439 /CMVeGFP 

Ce plasmide est obtenu par recombinaison 
homologue dans la souche d'E. coli BJ5183 selon les 
2 alternatives cl et c2 suivantes, illustrees respectivement 
par les Figures 3 et 4 : 

15 e,-; recombinaison de pNavette 311-439 /CMVeGFP. Kana avec le 
plasmide pCav2 sous forme circulaire (Figure 3) 

1) la molecule donneuse contenant les sequences 
de recombinaison amont (UpRecSeq 1-311) et aval (DownRecSeq 
439-1060) et les cassettes CMVeGFP et Kana est prepar^e-ca 

20 partir du plasmide pNavette 311-439/CMVeGFP . Kana p&r 
digestion avec les enzymes de restriction Kpnl et EcoRV, 

2) le fragment obtenu en 1) et le plasmide pCav2 
(Amp p ) sous forme circulaire sont co-transformes dans la 
souche d'E. coli BJ5183, et 

25 3) les plasmides recombinants sont isol6s sur le 

critere de la double resistance a 1' ampicilline et & la 
kanamycine. La sequence de l'un d' entre eux, pCav 311- 
4 39/CMVeGFP. Kana est confirmee par restriction enzymatique et 
par sequenfage. 

30 4) la cassette Kana est ensuite excisee par 

digestion avec 1' enzyme de restriction Pmel r de fa<pon £ 
obtenir le plasmide pCav 311-439/CMVeGFP contenant le genome 
de Cav2 delete de la sequence 312-438 qui est substitute par 
une cassette d' expression de la GFP. 
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c ; recombinaison de pPolyll 311-439/CMVeGFP. Kana avec le 
plasmide pCav2 prealablement linearise en dehors du site 
d' insertion (Figure 4). 

1) la molecule donneuse est preparee a partir du 
5 plasmide pPolyll 311-439/CMVeGFP. Kana par digestion avec 

1' enzyme de restriction Swa I, 

2) le plasmide pCav2 est linearise par clivage au 

site Pvul, 

3) le fragment obtenu en 1) et le plasmide pCav2 
10 linearise obtenu en 2' ) sont co-transf ormes dans la souche 

d' E. coli BJ5183, et 

4) les plasmides recombinants sont isoles sur le 
critere de la double resistance a 1' ampicilline et * a la 
kanamycine. La sequence de l'un d' entre eux, pCav 311- 

15 4 39/CMVeGFP.Kana est confirmee par- restriction enzymatique et 
par sequengage. 

5) la cassette Kana est ensuite excisee par 
digestion avec 1' enzyme de restriction Pmel, de fa<?on a 
obtenir le plasmide pCav 311-4 39/CMVeGFP, contenant le_ genome 

20 de Cav2 delete de la sequence 312-438 qui est substitute par 
une cassette d' expression de la GFP. 
d) Plasmide pCav 311-401/CMVeGFP 

Le plasmide pNavette 311-401/CMVeGFP est digere 
par Kpnl et Swal et le fragment de 3167 pb ainsi obtenu et le 
25 plasmide pCav 311-439/CMVeGFP linearise au site Pmel sont co- 
transformes dans la souche d' E. coli BJ5185. Le plasmide 
recombinant pCav 311-401/CMVeGFP genere par recombinaison 
homologue, est selectionne sur le crit&re de la resistance a 
1' ampicilline . 

30 e) Plasmide pCav 311-319/CMVeGFP 

Le plasmide pNavette 311-319/CMVeGFP est digere 
par Kpnl et Swal et le fragment de 3249 pb ainsi obtenu et le 
plasmide pCav 311-439/CMVeGFP linearise au site Pmel sont co- 
Irransformes dans la souche d' E. coli BJ5185. Le plasmide 
35 recombinant pCav 311-319/CMVeGFP genere par recombinaison 
homologue, est selectionne sur le critere de la resistance a 
1' ampicilline. 
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21 Production des vim s recombinants 

" ^ ' Les plasmides pCav 311-439/CMVeGFP, pCav 311- 
401/CMVeGFP ou pCav 311-319/CMVeGFP sent digeres par 1' enzyme 
cl~ restriction AscI afin d'exciser les sequences du genome de 
5 1' adenovirus recombinant. Le genome adenoviral excise est 
.nsuite transfecte dans la lignee cellulaire canine DK/E1-28 
qui exprime constitutivement la region El de Cav2 
(KLONJKOWSKI et al. , Human Gene Therapy, precite) , en 
presence de Lipof ectamine (GIBCO) , selon les techniques 
10 usuelles , bien connues en elles memes de 1'homme de 1 art 
(of par exemple GRAHAM et PREVEC, precite). Lorsqu' un effet 
cytopathique est observe, le virus est recolte a partir des 
cellules transferees, puis amplifie dans la meme Ixgnee 
rellulaire DK/E1-28 et purifie par centrif ugation sur un 
gradient de chlorure de cesium, selon un protocole classique, 
tel que decrit par exemple dans GRAHAM et PREVEC, precite. $ 
La sequence genomique des virus Cav 311 
-39/CMVeGFP, Cav 311-401/CMVeGFP et Cav 311-319/CMVeGFP est 
confirmee par restriction enzymatique et par ^quencage 
20 partiel de 1'ADN viral extrait des cellules DK/E1-28 
infectees, prepare selon la technique de HIRT (J. Mol. Biol,, 
26 365-369, 1967). Les preparations de virus Cav 
recombinants sont titrees par dilution limite en plaque a 96 
puits, selon la methode de SPEARMAN et KARBER (Virology 
2 , methods Manual, Brian W J Many and Hillar O Kangro , 1996, 
Academic Press, Harcourt Brace & Company). Le txtre en 
TY:iD,,/ml obtenu par cette methode est equivalent au titre en 
urp/ml obtenu par la methode des plages sur cellules DK, 
selon le protocole decrit dans KLONJKOWSKI et al., precite. 
30 Les resultats obtenus sont les suivants : 

_ les virus Cav 311-439/CMVeGFP, Cav 311- 
401/CMVeGFP, Cav 311-319/CMVeGFP isoles presentent un profil 
restriction et une sequence conformes a ceux attendus ; 

- les virus Cav 311-4 39/CMVeGFP, Cav 311- 
35 4 01/CMVeGFP et Cav 311-319/CMVeGFP purifies presentent un 
titre d' environ 10 9 ' 2 ufp/ml. 
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EXEMPLE 2 : CARACTERI SATION DU VIRUS RECOMBINANT CAV 311-439 

1) Analyse de 1 1 ef f icacite de transduction et de l 1 effet 
cytopathique de Cav 311-439 CMVeGFP dans les cellules felines 
et canines 

5 Des lignees de cellules canines (DK/E1-28 et DK) 

on felines (CRFK) sont infectees par le virus Cav 311- 
439/CMVeGFP, a une multiplicity d' infection de 
10 ufp/cellule. Des cellules non-inf ectees et des cellules 
infectees par le virus Cav2 de type sauvage (Cav2) sont 
10 utilisees corame temoin. 

3 et 5 jours apres 1' infection, la presence d'un 
effet cytopathique (ECP) est analysee par observation des 
cellules infectees au microscope optique- En outre, 
1' expression du transgene dans les cellules infectees par le 
15 virus Cav 311-439/CMVeGFP est confirmee par detection de la 
GFP en microscopie de fluorescence. 

Les resultats de cette experience sont pr6sentes 
dans les Tableaux I et II ci-dessous : 



TABLEAU-! 



Virus 


DK 


DK/E1-28 


CRFK 


Cav 31 1-439/CMVeGFP 




++ 




Cav2 


+ 


++ 




T6moln 









20 TABLEAU II 



Cellules infectees par Cav 31 1-439/CMVeGFP 


ECP 


GFP 


DK 




+ 


DK/E1-28 


++ 


+++ 



Ces resultats montrent que : 

- un niveau d' expression eleve du transgene est 



observe dans les cellules infectees par le virus Cav 311- 
439/CMVeGFP, et 

25 - aucun effet cytopathique n'est observe dans les 

cellules canines non modifiees (cellules DK) ou felines 
infectees par ce virus Cav 311-439/CMVeGFP ; un effet 
cytopathique important est observe uniquement dans les 
cellules canines exprimant la region El infectees par ce 

30 virus Cav311-439/CMVeGFP / 

dans les controles, un effet cytopathique 
important est observe dans les cellules canines (DK et DK/E1- 
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23) infectees par le Cav de type sauvage (Cav2) , et aucun 
effet cytopathique n'est observe dans les cellules felines 
infectees par le Cav2 . 

Les resultats de ces experiences montrent que les 
5 virus Cav 311-439 sont capables de transduire tres 
ef f icacement les cellules sans induire d' effet cytopathique 
tians les cellules canines conventionnelles qui sont 
permissives a la replication des adenovirus canins de type 
sauvage, ainsi que dans les cellules felines. 

10 2) Analyse de la replication de Cav 311-439/CMVeGFP dans les 
cellules felines et canines 

Des lignees de cellules canines (DK/E1-28 et DK) 
ou felines (CRFK) sont infectees par le virus Cav! 311- 
439/CMVeGFP, a une multiplicity d' infection de 

15 10 ufp/cellule. Des cellules non-inf ectdes et des cellules 
infectees par le virus Cav2 de type sauvage sont utilise'es 
comme temoins. 

2, 24, 48 et 72 heures apres 1' infection, les 
cellules sont recoltees et centrif ugees . L'ADN viral 

20 intracellulaire est prepare selon la technique de H1RT (J. 
Mol. Biol., 26, 365-369, 1967), digere par l'enzyme EcoRI, 
puis visualise sur gel d 1 agarose apres migration 
electrophoretique . 

Les resultats sont presentes £ la Figure 5 : 

25 Legende de la Figure 5 : 1'ADN viral extrait -de 

cellules felines (CRFK) ou canines (DK, DK/E1-28) a 
differents temps apres 1' infection (2, 24, 48 et 72 heures) 
par 1' adenovirus Cav 311-439/CMVeGFP est diger6 par EcoRI et 
analyse en gel d' agarose. La lignee DK/E1-28 qui exprime la 

30 region El de 1' adenovirus est utilisee comme temoin positif 
de la replication. 

Ces resultats montrent que : 

le virus Cav 311-439/CMVeGFP replique son 
genome dans les lignees canines et felines testees, 

35 - le niveau de replication est plus important 

dans les cellules canines que dans les cellules felines, 
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- le pic de replication est atteint a 24 heures 
dans les cellules DK/E1-28 et a 48 heures dans les cellules 
DK, vraisemblablement en raison de 1' expression cellulaire de 
la region El dans les cellules DK/E1-28. 
5 Par comparaison, dans les cellules temoins 

infectees par le virus Cav2 de type sauvage, on observe une 
quantity similaire d' ADN genomique dans les 3 lignees 
cellulaires . 

Les resultats de cette experience demontrent que 

10 la deletion 311-439 n'affecte pas la replication de 
1' adenovirus canin: les vecteurs portant cette deletion (Cav 
311-4 39/CMVeGFP) se comportent comme les adenovirus sauvages 
en ce qui concerne la replication de leur genome dans des 
cellules canines ou felines. 

15 3) Analyse de la production de particules virales dans les 
cellules canines infectees par le virus Cav 311-439/CMVeGFP 

Des lignees de cellules canines DK sont infectees 
par le vecteur Cav 311-439/CtMVeGFP, k une multiplicity 
d l.inf action ..de _respectiyement .. CL 1,._„1_ .et. 10 ufp/cellule _Des 

20 cellules non-inf ectees et des cellules infectees par le virus 
Cav2 de type sauvage sont utilisees comme temoin. 

Les cellules infectees sont recoltees 2 heures et 
6 jours apres 1' infection, lysees par plusieurs cycles de 
congelation et de decongelation . Le lysat cellulaire est 

25 titre par la technique des dilutions limites precitee. 

La quantite de virus presente dans les cellules, 
exprimee en ufp/ml, est presentee dans le Tableau III ci- 
dessous . 



TABLEAU 111 



Virus 


Temps 


0,1 ufp/cellule 


1 ufp/cellule 


10 ufp/cellule 


Cav 311-439/CMVeGFP 


JO 


< 10 1,8 


10 2,4 


10 3 


J6 


<10 1,8 


103 


10 2,8 


Cav2 


JO 


102 


103 


10 4,4 


J6 


10 7.6 


10 6,8 


10 6,8 



30 Ces resultats montrent que le virus Cav 311- 

439/CMVeGFP ne produit pas de particules virales infectieuses 
clans les cellules canines n' exprimant pas la region El comme 
les cellules DK : le cycle viral de Cav 311-439/CMVeGFP est 
abortif dans les cellules canines. 
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4) vaccination d e chats conventionnels avec le vims Cav 311- 
439/CMVeGFP 

chats sont inocules par voie 
doses suivantes de Cav 311- 



groupes de 
avec les 



Des 

intramusculaire 

4 39/CMVeGFP : 

groupe 1 (n=2) : 

groupe 2 (n=2) : 

groupe 3 (n =2 ) 



v ' ufp/ml (ufp: unites formant 
9,6 10 6 ufp/ml, ••■O** 9,6 



9,6 10 7 pfu 
9, 6 10 s pfu 
: temoin. 

A J14, J21 et J31, les anticorps seriques anti- 

eGFP sont titres par ELISA. 

Les resultats sont presentes a la Figure 6. 

Legende de la Figure 6 : Titres en anticorps 
seriques anti-eGFP (Ac) chez le chat, aux jours J7 , J14, J21 
et J31 apres 1' inoculation de differentes doses du vi * US J^ 
311-439/CMVeGFP: -H- 9,6 10' 
plage), 9,6 10 7 ufp/ml, 

10 s ufp/ml. 

Ces resultats montrent qu' une seule injection de 
Cav 311-439/CMVeGFP permet d' induire chez le chat une reponse 
immune (humorale) specifique du gene heterologue insert dans 
cet adenovirus recombinant. 

EXEMPLE 3: CONSTRUCTION D 1 UNE LIGNEE D ' ORIGINE CANINE 
EXPRIMANT CONSTITUTIVEMENT LA REGION El DE CAV2 . 

Une nouvelle lignee exprimant la region El est 
construite a partir de la lignee DK (lignee immortalisee de 
cellules de rein de chien; ATCC CRL 6247) en suivant les 

etapes suivantes : 

La sequence des positions 439 a 3595 de Cav2 
(souche Manhattan) est amplifiee par PCR a l'aide des amorces 
suivantes : 

5 ' -CGGCCGACTCTTGAGTGCGCAGCGAGA-3 ' (SEQ ID NO: 10) 
5 ' -GGCGCGCCGAGAGACAACGCTGGACACGG-3 ' (SEQ ID NO: 11) 

Le produit d' amplification PCR est clone dans le 
pLasmide pCR2 . 1 pour donner le plasmide pCR2.1/El. 

Le plasmide pTRE (CLONTECH) est digere par BamHI, 
traite par la polymerase de Klenow et recircularise pour 
donner le plasmide pTRE/dl BamHI. 



i er aepox 




25 

Le plasmide pCR2.1/El est digere par EcoRI, le 
fragment de 3187 pb ainsi obtenu est clone au site EcoRI du 
plasmide pTRE/dl BamHI pour donner le plasmide pTRE El Cav2. 

Ce plasmide pTRE El Cav2 contient la sequence 
5 codante de le proteine E1A sous le controle d' un promoteur 
CMV minimum et d' elements de reponse de l'operon Tet (Tet- 
Rezponsive Element ou TRE) , les sequences codantes des 
proteines E1B (133R et 438R ; SHI BAT A et al. , Virology, 172, 
4 60-4 67, 1989) sous le controle de leur propre promoteur et 
10 les propre signaux de polyadenylation de ces sequences. 

A partir du pTRE El Cav2, une lignee exprimant la 
region El est obtenue de maniere analogue a la lignee DK/E1- 
28 (KLONJKOWSKI et al. r precite) . 

De maniere plus precise, les cellules DK sont co- 
15 transfectees a l'aide du plasmide pTRE El Cav2 linearise au 
sice Aatll et du plasmide pTK-Hyg (CLONTECH) linearise au 
sire Asel. Des clones sont selectionnes en presence 
d' hygromycine (150 jag/ml) puis analyses par Southern blot, 
Northern blot, RT-PCR et Western blot. 4 clones exprimant la 
20 "rig ion *E1^~ (E 1 A " et" E1B) 7"cajpabres""dV^rodu 

vecteurs deletes selon 1' invention ont ete isoles. 



26 

REVENDICATIONS 
1) Adenovirus recombinant susceptible d'etre 
nhrenu a partir d' un adenovirus replicatif par deletion de 
tout ou partie de la region du genome dudit adenovirus 
5 replicatif correspondant a celle situee, dans le genome de 
1< adenovirus canin de type 2 (GenBank J04368), entre les 
positions 311 et 499, ladite deletion comprenant tout ou 
'partie de la region du genome de 1' adenovirus replicatif 
d'origine correspondant a celle situee entre les positions 
10 311 et 401 dans le genome de 1' adenovirus canin de type 2. 

o) Adenovirus recombinant selon la revendication 
1, caracterise en ce que la portion deletee est constitute 
oar tout ou partie de la region du genome de 1' adenovirus 
replicatif d'origine correspondant a celle situee entre les 
15 positions 311 et 319 dans le genome de 1' adenovirus canin de 

type 2 . ; 

3) Adenovirus recombinant selon la revendication 

i caracterise en ce que la portion deletee comprend tout ou 
partie de la region du genome de 1' adenovirus replicatif 
20 d'origine correspondant a celle situee entre les positions 
318 et 401 dans le genome de 1' adenovirus canin de type 2. 

4) Adenovirus recombinant, selon la revendication 
3, caracterise en ce que la portion deletee comprend en 
outre : 

25 - tout ou partie de la region du genome de 

1' adenovirus replicatif d'origine correspondant a celle 
situee entre les positions 311 et 319 dans le genome de 
i' adenovirus canin de type 2 ; et/ou 

- tout ou partie de la region du genome de 
30 1' adenovirus replicatif d'origine correspondant a celle 

situee entre les positions 400 et 439 dans le genome de 
1' adenovirus canin de type 2 ; et/ou 

- tout ou partie de la region du genome de 
1' adenovirus replicatif d'origine correspondant a celle 

35 situee entre les positions 438 et 499 dans le genome de 
i' adenovirus canin de type 2. 
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REVENDICATIONS 

1) Adenovirus recombinant susceptible d'etre 
obtenu a partir d'un adenovirus replicatif par deletion de 
tout ou partie de la region du genome dudit adenovirus 
replicatif correspondant a celle situee, dans le genome de 
1' adenovirus canin de type 2 (GenBank J04368) , entre les 
positions 311 et 499, ladite deletion comprenant au moins une 
partie de la region du genome de 1' adenovirus replicatif 
d'origine correspondant a celle situee entre les positions 
311 et 401 dans le genome de 1' adenovirus canin de type 2. 

2) Adenovirus recombinant selon la revendication 
1, caracterise en ce que la portion deletee est constitute 
par tout ou partie de la region du genome de 1' adenovirus 
replicatif d'origine correspondant a celle situee entre les 
positions 311 et 319 dans le genome de 1' adenovirus canin de 
type 2. 

3) Adenovirus recombinant selon la revendication 
1, caracterise en ce que la portion deletee comprend tout ou 

.partie— de- la- -region- - du genome— de ~1 'adenovirus " repTicatif" 
d'origine correspondant a celle situee entre les positions 
318 et 401 dans le genome de 1' adenovirus canin de type 2. 

4) Adenovirus recombinant, selon la revendication 
3, caracterise en ce que la portion deletee comprend en 
outre : 

- tout ou partie de la region du genome de 
1' adenovirus replicatif d'origine correspondant a celle 
situee entre les positions 311 et 319 dans le genome de 
1' adenovirus canin de type 2 / et/ou 

- tout ou partie de la region du genome de 
1' adenovirus replicatif d'origine correspondant a celle 
situee entre les positions 400 et 439 dans le genome de 
1' adenovirus canin de type 2 ; et/ou 

- tout ou partie de la region du genome de 
1' adenovirus replicatif d'origine correspondant a celle 
situee entre les positions 438 et 4 99 dans le genome de 
1' adenovirus canin de type 2. 
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10 



15 



5) Adenovirus recombinant selon une quelconque 
des revendications 1 a 4, caracterise en ce qu' il comprend en 
outre une sequence heterologue d' interet inseree dans son 
genome . 

6) Adenovirus recombinant selon la revendication 
5, caracterise en ce que ladite sequence heterologue est 
inseree dans la region du genome correspondant a celle situee 
entre les positions 311 et 319 dans le genome de 1' adenovirus 

canin de type 2. 

7) Adenovirus recombinant selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 6, caracterise en ce qu' il est issu 
d'un adenovirus canin de type 2. 

8) Molecule d' acide nucleique, caracterisee ;en ce 
qu'elle est selectionnee dans le groupe constitue par : 

a) une molecule d' acide nucleique representant le 
genome d'un adenovirus recombinant selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 7, et 

b) une molecule d' acide nucleique constitute par 
un fragment de la molecule a) ci-dessus, comprenant entre 10 
et 1000 pb, de preference au moins 300 pb, de la sequence de 
1' adenovirus replicatif d' origine situee en amont \de la 
portion deletee et entre 10 et 5000 pb, de preference,- entre 
10 et 1000 pb, de maniere preferee au moins 300 pb, de la 
sequence de 1' adenovirus replicatif d' origine situee en aval 

25 de la portion deletee. 

9) Plasmide, caracterise en ce qu' il comprend une 
molecule d' acide nucleique selon la revendication 8. 

10) Adenovirus recombinant selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 7, pour une utilisation comme 

30 medicament. 

11) Utilisation d'un adenovirus recombinant selon 
l'une quelconque des revendications 1 a 7, pour la 
preparation d'un medicament destine a la therapie genique. 

12) Utilisation d'un adenovirus recombinant selon 
35 l'une quelconque des revendications 1 a 7, pour la 

preparation d'un medicament destine au traitement du cancer. 



20 
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13) Utilisation d'un adenovirus recombinant selon 
l'une quelconque des revendications 1 a 7, pour la 
preparation d'une composition immunogene ou vaccinale. 

14) Utilisation selon l'une quelconque des 
5 revendications 11 a 13, caracterisee en ce que ledit 

medicament ou ladite composition sont destines a etre 
administres chez l 1 animal, en particulier un carnivore 
domestique ou sauvage. 

15) Utilisation selon l'une quelconque des 
10 revendications 11 a 13, caracterisee en ce que ledit 

medicament ou ladite composition sont destines a etre 
administres chez l'homme. 

16) Precede de preparation d'un adenovirus 
recombinant par recombinaison intermoleculaire homologue dans 

15 une cellule procaryote, caracterise en ce qu' il comprend les 
etapes suivantes : 

a) introduction dans ladite cellule procaryote : 
(i) d'un plasmide comprenant le genome d'un adenovirus et un 
premier gene de selection ; et (ii) d'un fragment d'ADN 
20 ~pr£alabl!ement "linearise " comprenant une sequence heteroTogue 
flanquee de sequences homologues a celles flanquant le site 
dudit plasmide ou doit s'effectuer 1' insertion, et incluant 
un second g6ne de selection, different du premier, 

(3) culture de ladite cellule procaryote dans des 
25 conditions selectives, afin de permettre la generation et la 
selection de cellules contenant des plasmides recombinants 
exprimant le premier et le second gene de selection, et 

y) isolement du genome dudit adenovirus 
recombinant a partir des cellules procaryotes selectionnees . 
30 17) Procede selon la revendication 16, 

caracterise en ce que le plasmide utilise a l'etape a) est 
sous forme circulaire. 

18) Procede selon la revendication 16, 
caracterise en ce que le plasmide utilise a l'etape a) est 

35 prealablement linearise par clivage au niveau d'un site de 
restriction situe a l'exterieur du site d' insertion. 

19) Procede selon l'une quelconque des 
revendications 16 a 18, caracterise en ce que ledit second 
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g4-ne de selection est entoure de 2 sites de restriction, 
identiques ou differents, absents dans le genome de 
1' adenovirus inclus dans le plasmide utilise a l'etape a). 

20) Procede selon l'une quelconque des 
revendications 16 a 19, caracterise en ce qu' il comprend une 
etape additionnelle de transfection dudit genome recombinant 
dans une lignee cellulaire permettant 1' amplification dudit 
genomes et son encapsidation dans des particules virales 

infectieuses. 

21°) Utilisation d' un adenovirus recombinant 

selon l'une quelconque des revendications 1 a 7, pour la 

production de proteines recombinantes . 
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BamHI (2) 



Xbal (44) 




Xbal (1364) 



AscI (3371) 



Figure 1 




. 2/6 

Pvu II (6806) Kf} „ w) 



Up RecSeq (1-311) 




eGFP 



Figure 2 
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pCav 31 1-439/CMVeGFP Kana 



Figure 3 



AmpR 
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AmpR 

*cl (31332) v^H-=^^ 



Kana 



pPolyll 311439 CMVeGFP Kana 
6332 bp 



RecScq (439^1060) 

eGFP 



Svval 




pCMV 




Pvjil 



AmpR Kflna 



pCMV 



Ave 1 (674) 
AmpR 



X. 



1+ 



tecSeq (439-1080) 



Avcl (32005) 



4H 



BJ5183 




pCav 311-439/CMVeGFP Kana 



Figure 4 
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Figure 5 
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-a- 9,6x1 0 7 pfu 
9,6x1 0 7 pfu 

-■o-- 9,6x1 0 6 pfu 
9,6x1 0 6 pfu 



jours 



Figure 6 
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LISTE DE SEQUENCES 

EOUS RATIONALE VETERINAIRE D 1 ALFORT 

<120.- V^oceurs adenoviraux recombinants et leurs applications 

<130 • MJFiov539/109FR 

<140 - 
<141^ 

<160> 11 

<170.- Patencln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<*220> 

<223. Description de la sequence artificielle : amorce 
<400> 1 

ttggcgcgcc catcatcaat aatatacagg ac 

<21(T- 2 
<211> 27 
<212 - ADN 

<213> Sequence artificielle 

-<Z20> ■ " ~ * 

<223> Description de la Sequence artificielle : amorce 

<400> 2 

gctctagacc tgcccaaaca tttaacc 

<21Cr- 3 
<211> 23 
<212> ADN 

<213.- Sequence artificielle 

-;.220 • 

'221- Description de la sequence artificielle : amorce 
-:4 0C > 3 

gctcragagg gtgattatta acaacgtc 

<210*.- 4 
-211 - 32 
<212> ADW 

<213> Sequence artificielle 

-"220- 

•s223^ Description de la sequence artificielle : amorce 




2 



400> 4 

cgacgtc-ja ccataaactt tgacattagc eg 



<2U 3* 
^212> ADN 

*-2l3^ Sequence artificielle 



<220 * 

<223- Description de la sequence artificielle : amorce 

^4 00> 5 

gctCuSi?agc gaagatctcc aacagcaata cactcttg 



<210> 6 
<21i> 30 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 
<400> 6 

gataaggatc acgcggcctt aaattctcag 



<21C> 1 
<211> 32 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220^ 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 7 

gataaggatcaacagaaacactctgttctctg 



<210> 3 
<2il> 40 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<220"- . . 

<223- Description de la sequence artificielle : amorce 

<400- S 

agct-tqutt aaacggcgcg ccgggatttt ggtcatgaac 



^210- 9 
<211.- 37 
-.212 • ADN 

<213- Sequence artificielle 
<220> 

<223^ Description de la sequence artificielle: amorce 
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<400> 9 

ccggcgcgcc gtttaaacaa agctatccgc tcatgaa 

-210- 10 
"211* 27 
"212:- ADN 

^213> Sequence artificielle 

•:220 ■ 

•:223> Description de la sequence artificielle : amorce 
<400> 10 

cggccga-.*:tc ttgagtgcgc agcgaga 

<210> 11 
<211> 29 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<22U> 

<223> Description de la s6quence artificielle : amorce 
<400> 11 

ggcgcgccga gagacaacgc tggacacgg 
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